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南美白对虾肠道微生物群落的分子分析
李 　可1 ,郑天凌1 ,2 3 ,田 　蕴1 ,袁建军3
(厦门大学 1 生命科学学院环境微生物研究所　2 近海海洋环境科学国家重点实验室　厦门　361005)
(3 泉州师范学院生物学系　泉州　362000)
摘 　要 : 采用分子生物学手段 16S rDNA 克隆文库方法对实验室养殖条件下的南美白对虾肠道细菌进行了多样性
研究。用限制性片段长度多态性 (RFLP)方法从文库中筛选出可能不同细菌来源的克隆子 12 个 ,测定其 16S rDNA
片段核甘酸序列 ,将所获得的序列与 GenBank 数据库进行 BLAST比对 ,结果表明 :南美白对虾肠道的 16S rDNA 克隆
文库中 126 个克隆子分属 2 个不同的细菌类群 :变形细菌 (Proteobacteria)和厚壁细菌 (Firmicutes) ,其中厚壁细菌为优
势菌群占到 7514 % ,且与最相似序列同源性均低于 94 % ;变形细菌占到 2416 % ,与最相似序列同源性均高于 98 % ,
分别为希瓦氏菌属 ( Shewanella) ,泛菌属 ( Pantoea) ,Aranicola 属 ,假单胞菌属 ( Pseudomonas)和弧菌属 ( Vibrio) 。
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发展[1 ,2 ] 。近年来 ,人们开始尝试在养殖水体中施用
微生态制剂 ( Probiotics) 来改善养殖生态环境 ,提高
养殖动物的免疫力 ,抑制病原微生物 ,从而减少疾病






究[7 ,8 ] ,然而 ,近几十年来的分子生物学研究表明 ,
99 %以上的环境微生物是无法获得纯培养的[9 ] 。为
了克服传统微生物培养技术的缺陷 ,更全面深入地
了解对虾肠道的微生物群落结构 ,本文采用直接提






样品 (5～6gΠ只)于 2006 年 2 月随机采于福建省厦门
市某养殖场 , 于实验室条件下 ( 水体温度为
25～28 ℃,pH 为 718～812 ,盐度为 8 %～10 ‰,每天
投喂 3 % 虾体重的饲料 ,分 3 次投喂 : 08 :00、15 :00
和 22 :00)饲养 40d 后 ,分别取 1～4 只进行解剖。用
70 %乙醇和火焰灼烧进行体表消毒后 ,无菌条件下
剖取对虾肠道 ,再用灭菌的镊子取出肠道内的粪便
等杂物 ,将对虾肠道置于装有 70 %乙醇的灭菌离心
管中以备下一步的 DNA 提取。
11112 　主要试剂和仪器 :DNA 通用纯化试剂盒购自
厦门鹭隆生物公司 ;质粒 pMD182T( PCR 产物克隆用
载体) 、限制性内切酶 ( Af a Ⅰ和 Msp Ⅰ) 和 PCR 扩增
试剂均购自 TaKaRa 公司 ;大肠杆菌 ( Escherichia coli)
DH5α为本实验室保存。PCR 扩增仪 (德国 Biometra
公司) ; GIS22008 凝胶成像分析系统 (中国天能科技
有限公司) 。
11113 　引物 :引物由上海英骏生物技术有限公司合
成。①基因组扩增引物 272F : 56′2AGAGTTTGAT
CCTGGCTCAG23′,14922R : 5′2GGTTACCTTGTTACGAC
TT23′; ②pMD 182T 载 体 扩 增 引 物 M13247 : 5′2
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC23′,RV2M : 5′2 AGC
GGATAACAATTTCACACAGG23′。
112 　南美白对虾肠道微生物总 DNA提取
参照 Hoelzel 等[10 ]的方法 ,并作适当改进。将准
备好的南美白对虾肠道样品 (1 条、2 条、3 条和 4
条) 与 1mL DNA 提取缓冲液 ( 50mmo1ΠL Tris2Cl ,
50mmo1ΠL EDTA2Na2 , 11 0mo1ΠL NaCI , 1 % CTAB ,
1 %PVP)混合 ,旋涡振荡 5～8min。加入 100μL 溶菌
酶 (50mgΠmL) ,37 ℃水浴 1h ,每 15min 颠倒混匀 1 次。
再加 入 100μL SDS ( 10 %) , 1210μL 蛋 白 酶 K
(20mgΠmL) ,37 ℃水浴 1h。随后用等体积氯仿异戊
醇 (24∶1 体积比)混合 ,14000 ×g 离心 15min ,收集上
清液。用等体积平衡酚抽提 ,离心 ,吸取水相转移到
另一 115mL 离心管中。用 2 倍体积的无水乙醇
- 20 ℃沉淀过夜。室温下 14000 ×g 离心 15min ,收
集沉淀 , 用预冷的 70 %乙醇洗涤沉淀。重悬于
100μL TE缓冲液 (10mmolΠL ,pH810)中 , - 20 ℃保存。
113 　16S rRNA基因的 PCR扩增
PCR 反应采用 50μL 体系 ,反应条件 :94 ℃5min ;
94 ℃ 1min , 55 ℃ 1min , 72 ℃ 2min , 30 个循环 ; 72 ℃
8min。PCR 产物经 1 % 的琼脂糖凝胶电泳后 ,切下
目的 DNA 条带 ,按回收试剂盒的使用说明进行回收
纯化。
114 　16S r DNA克隆、转化和文库构建
按照 pMD182T 载体试剂盒说明和文献 [11 ]的
方法进行操作。
115 　阳性克隆子的 PCR2RFLP分析
取 4 ℃保存的阳性克隆子平板 ,用牙签挑取少
量菌体于 PCR 管内作为模板 ,用引物 RV2M 和 M132
47 进行菌落 PCR ;再以 015μL 稀释 10 倍的菌落 PCR
产物为模板进行巢式 PCR (利用 16S 通用引物 272F
和 14922R) ,巢式 PCR 产物即为连接到载体上的 16S
rDNA 片段 ,大小约为 1500bp。将巢式 PCR 产物用
Af a Ⅰ和 Msp Ⅰ两种核酸限制性内切酶进行限制性
片段长度多态性 (RFLP) 分析 ,在 3 %琼脂糖凝胶上




进行测序 ;所测得序列用 DNAMAN 去除载体序列
后 ,将有效序列在 NCBI 上进行比对 ,找出相关序
列 ,找出其所属的微生物种类范畴 ,并挑选相关序
列 ,用 DNAMAN 软件采用邻接法 (Neighbor2joining
method)构建系统发育树 ,自举值 (Bootstrap) 为 1000。




图 1 为样品的总DNA 提取电泳图。与 maker 比
较可知 ,提取到的 DNA 片段比较完整 ,大小主要集
中在 21kb 左右 ,其中泳道 3 拖带比较严重 ,究其原
因可能是所提 DNA 没有经 RNA 酶消化 ,也未纯化 ,
加之操作可能出现的机械力对 DNA 有比较强的剪
切力 ,出现了较多的碎片 ,但是从后续实验来看 ,对
PCR 是没有影响的。
图 1 　南美白对虾肠道细菌基因组 DNA
Fig. 1 　The genomic DNA of intestinal bacteria from different number of
Litopenaeus vannamei . M:λDNAΠEcoR Ⅰ+ Hind Ⅲ; 1. One intestine ;
2. Two intestines ; 3. Three intestines ; 4. Four intestines.
212 　从总 DNA中扩增 16S rDNA基因
图 2 显示 4 个样品的各自 3 个稀释梯度 PCR 效
果不尽相同 ,有的泳道未能扩增出目的条带 ,但是 4
个样品在其不同的稀释梯度均能获得较好的 16S
rDNA 片段的 PCR 条带 ,且没有非特异性扩增现象 ,
得到的 PCR 扩增产物适合下一步 16S rDNA 克隆文
库的建立。
图 2 　南美白对虾肠道细菌的 16S rDNA PCR扩增图谱
Fig. 2 　PCR amplification of 16S rDNA fragment from intestinal bacteria
of Litopenaeus vannamei . M: λDNAΠEcoR Ⅰ + Hind Ⅲ; 1231 The
amplification results of bacterial 16 rDNA from one intestine with ten ,
hundreds and thousands of dilution of DNA template ; 426 , 729 and 102
121 Corresponding results of two , three and four intestines respectively.
213 　16S rDNA基因克隆文库分析
从文库中白色菌落 176 个纯化后通过菌液 PCR
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检测阳性克隆。PCR 扩增产物大约 117 kb 的为带
有目的片段的阳性克隆。共获得阳性克隆 126 个 ,
阳性率为 7116 %。以巢式 PCR 产物作为底物 ,用内
切酶 Af a Ⅰ和 Msp Ⅰ进行双酶切 ,3 %琼脂糖电泳
后 ,进行 RFLP 分析 (图 3) 。根据样品酶切片段大小
和数量区别电泳条带谱型 ,结果表明在南美白对虾
肠道 16S rDNA 文库中共有 12 种细菌 RFLP 谱型。
以覆盖率 (C) 来评估所构建的文库对环境微生
物多样性的体现 ,计算公式为 :
C = [1 - ( n1ΠN) ] ×100
其中 , N 代表所分析的克隆数 , n1 代表具有不重复
序列的克隆数。计算结果表明所构建的 16S rDNA
克隆文库覆盖率达到 9015 % ,即包含了对虾肠道中
9015 %的细菌多样性状况。因此 ,从覆盖率分析可
以说明所构建的 16S rDNA 克隆文库能够较完整地
反映所属环境中的细菌多样性状况。
图 3 　文库中部分阳性克隆子 RFLP结果
Fig. 3 　Partial results of RFLP analysis of 16S rDNA library.
M: GeneRuler DNA ladder ;1～16 :Clones.
214 　序列比对和系统发育分析
分别取代表克隆子测序 ,去除载体序列部分 ,将
所得序列在 GenBank 中进行 BLAST ,搜索相关序列 ,
并构建了南美白对虾肠道中细菌的系统系统发育树
(图 4) 。比对结果反映的微生物信息如表 1 所示 ,
126 个克隆子中与 GenBank 数据库中已知 16S rDNA
序列相似性最高为 99 % ,最低为 87 % ;其中 31 个克
隆子与已知序列相似性高于 98 % ,其余大多数克隆
子 (95 个 ,占 75140 %)与已知序列同源性低于 94 %。
表明南美白对虾肠道中附着有新的未开发的微生物
资源 ,有待于进一步研究。结果显示南美白对虾肠
道中 的 微 生 物 大 都 为 厚 壁 细 菌 ( Firmicutes )
(7514 %) ,其中与绝大多数克隆子同源性最高的序
列都来自Long2Jawed Mudsucker 肠道 ,但同源性均低
于 94 %。其 它 可 鉴 定 细 菌 均 属 于 变 形 细 菌
(Proteobacteria) 中的γ2Proteobacteria 类群 (2416 %) ,
它们分别为希瓦氏菌属 ( Shewanella ) , 泛菌属
( Pantoea) ,Aranicola 属 ,弧菌属 ( Vibrio) 假单胞菌属
( Pseudomonas) ,所占比例分别为 5156 % , 3197 % ,
7114 % , 3197 % , 3197 %。这些细菌的进化关系如

















美白对虾肠道内分离出 111 株细菌 ,其中革兰氏阴
性菌比例占到 9515 % ,占据了绝对优势。这些分离
菌株 分 别 属 于 13 个 属 ( 科 ) , 发 光 杆 菌 属
( Photobacterium ) 、弧菌属 ( Vibrios ) 、气单胞菌属
( Aeromonas) 、肠杆菌科 ( Enterobacteriaceae) 、黄单胞菌
属 ( Xanthomonas) 、土壤杆菌属 ( Agrobacterium) 、芽孢
杆菌属 ( Bacillus) 、棒状杆菌属 ( Corynebacterium) 、小
球菌属 ( Micrococcus) 、黄杆菌属 ( Flavobacterium) 、产
碱杆菌属 ( Alcaligenes) 、假单胞菌属 ( Pseudomonas)
和色杆菌属 ( Chromobacterium) 。其中优势菌为发光
杆菌属、弧菌属、气单胞菌属、肠杆菌科、黄单胞菌
属。王祥红等[14 ] 从野生健康中国对虾成虾肠道中
分离出 47 株菌 , 分别属于弧菌属、发光杆菌属、不
动杆菌属 ( Acinetobacter) 、假单胞菌属、黄杆菌属、气
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图 4 　南白对虾肠道细菌系统发育分析
Fig. 4 　Phylogenetic analysis of 16S rDNA clones from the intestinal bacteria of Litopenaeus vannamei . Clones detected in this study are given
in boldface. Numbers in parentheses represent the sequences’accession number in GenBank. Numbers in square brackets indicate




多克隆子数的序列 3 号 (34 个克隆子) 和 6 号 (45 个
克隆子)均显示为不可培养细菌序列 ,但比对结果表
明与其同源性最高的参照菌和序列来源分别为等脚
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Abstract : The composition of bacterial community in the intestine of the white shrimp , Litopenaeus vannamei under
laboratory culture condition was determined using the 16S rDNA clone library. 16s rRNA gene was amplified and a
library was constructed by using the genomic DNA extracted from the bacteria in the shrimp intestine as template. 12
different RFLP patterns of the clones were obtained by restriction fragment length polymorphism analysis using Af a Ⅰand
Msp Ⅰ. Compared with the published sequences in GenBank database , sequencing results of cloned 16S rDNA amplicons
revealed a diverse community includingγ2proteobacteria and Firmicutes in the intestine of artificial diet2fed shrimp .
Results showed that the Firmicutes group can be a dominant component (7514 %) in the shrimp intestinal microflora and
other clones belong toγ2proteobacteria (2416 %) which were identified as Shewanella sp . , Pantoea sp . , Aranicola
sp . , Pseudomonas sp . and Vibrio sp . , respectively. These results provide the first comprehensive description of
microbial diversity of the white shrimp intestine and suggest that most of the bacteria associated with shrimp intestine are
uncultured and novel species.
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